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© Protein C-lnhibltor (PCI) als Pharmazeutlkum und Diagnosticum, Verfahren zu Herstellung eines 
solchen Pharmazeutikums Oder Dlagnostikums sowle eln Mlttel enthaltend PCI. 



© Es wird beschrieben, da£ Protein C-lnhibitor als 
Phamnazeutikum, das heiGt als Therapeutikum Oder 
in vivo-Diagnostikum, sowie als in vitro-Diagnostikum 
geeignet ist sowie ein diesen Inhibitor enthaltendes 
Mittel. 

Es wird weiterhin ein Verfahren zur Herstellung 
eines solchen Pharmazeutikums Oder Dlagnostikums 

3angegeben. Der Protein C-lnhibitor ist besonders zur 
Therapie und Diagnose von angiogenen Erkrankun- 
^gen Oder Tumoren geeignet. 
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Protein C-lnhibitor (PCI) als Pharmazeutikum und Diaqnostikum, Verfahren zur Herstetlung eines 
solchen Pharmazeutikums oder Dlagnostikums sowie ein Mlttel enthaltend PCI 



Die Erfindung betrifft Protein C-lnhibitor (PCI) 
als Pharmazeutikum, das heiflt als Therapeutikum 
oder in vivo-Diagnostikum, oder in vitro-Diagnosti- 
kum und besonders zur Diagnose und Therapie 
von tumorosen Erkrankungen, ein Verfahren zur 
Herstellung eines solchen Pharmazeutikums oder 
Diagnostikums sowie eine Zusammensetzung ent- 
haltend Protein C-lnhibitor. 

Es ist bekannt. dafl Plasminogen-Aktivatoren 
(PA) beim Tumorwachstum und bei der Tumorme- 
tastasierung eine Roile spielen. Bei Tumorpatienten 
treten haufig Hamorrhagien auf, die mit einem Kon- 
zentrationsanstieg von Plasminogenaktivatoren im 
Blut in Zusammenhang gebracht werden. Injektio- 
nen von AntikQrpern gegen Urokinase, einem 
Plasminogen-Aktivator, fuhrten bei MMusen mit 
Melanomen zu einer signifikant niedrigeren 
Metastasierungs-und einer erhShten 

Oberlebensrate. 

Bei malignen Tumoren ist eine Ermittlung des 
Tumorstadiums vor Behandlungsbeginn fUr die Art 
der Behandlung und die klinische Prognose von 
grofler Bedeutung. In vielen Fallen gibt eine 
herkommliche, nichtinvasive Diagnostik nicht 
genGgend Aufschlufl Qber das Tumorstadium. Bei 
Verfahren nach dem Stand der Technik werden 
Tumorinfiltration und Tumormetastatisierung mit 
Hilfe radioaktiv markierter monoklonaler oder poly- 
klonaier Antikorper gegen auf den Tumorzellen vor- 
kommende Antigene verfolgt. Es ist auch bekannt, 
da/3 Zellgifte, die an Antikorper gegen Tumorzellen 
gebunden sind. in vitro zytotoxisch auf Tumorzellen 
wirken konnen. Die Nachteile dieser Methoden 
nach dem Stand der Technik liegen zum einen 
darin, dafl kSrperfremdes Material verwendet wird 
und damit eine Immunantwort induziert werden 
kann, die zu Immunkompiexkrankheiten fUhren 
kann. Zum anderen wirken an AntikQrper gebun- 
dene Zellgifte auch auf andere nichtentartete 
KSrperzeilen in unspezifischer Weise zytotoxisch. 

Es wurde nun tfberraschenderweise gefunden, 
da/J Protein C-lnhibitor (PCI) gegebenenfalls in An- 
wesenheit von sulfatierten Sacchariden inaktive 
Komplexe mit Plasminogen-Aktivatoren (PA) bildet. 
In Anwesenheit von sulfatierten Sacchariden wer- 
den Komplexe bevorzugt mit Urokinase (UK) gebil- 
det Die Geschwindigkeit der Reaktion von 
Plasminogen-Aktivatoren und Rrot in C-lnhibitor 
wird durch Zugabe eines sulfatierten Saccharids 
wie Heparin drastisch gesteigert. 

Aufgrund der Komptexbildung von Protein C- 
Inhibitor mit Plasminogen-Aktivatoren und der 
dadurch bewirkten Inhibierung dieser Aktivatoren, 
die beim Wachstum von Tumoren und ihr r Meta- 



stasierung einer Rolle spielen, ist dieser Inhibitor 
zur Behandlung von Tumoren geeignet. 

Kennzeichen vieler solider neoplastischer Er- 
krankungen ist eine unkontroliierte Angiogenese. 

5 Unter anderem kann eine solche Angiogenese 
durch Urokinase, die von Zellenn freige setzt wird, 
induziert werden. Die Inhibition dieser Urokinase 
durch Protein C-lnhibitor fuhrt daher auch zu einem 
Sistieren von Krankheiten nichtneoplastischer Art. 

70 Persistierende Angiogenese stellt die Pathoge- 

neseform vieier nichtneoplastischer Erkrankungen 
dar. Diabetische Retinopathie, retrolentale Rbropla- 
sie, neovasculare Glaucome, rheumatische Arthri- 
tis, Hemangiome, Angiofibrome, Psoriasis und 

is kapillare Proliferation innerhalb atherosclerotischer 
Plaques sind Beispiele fur sogenannte "angiogene 
Erkrankungen". 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb Protein 
C-lnhibitor als Pharmazeutikum, vorzugsweise zur 

20 in vivo-Diagnose oder Behandlung von angiogenen 
Erkrankungen und besonders von Tumoren. 

Da Protein C-lnhibitor in humanem Blut in einer 
Konzentration von 2 - 5 ag/ml vorkommt, sind 
Nebenwirkungen, wie sie bei Anwendung von art- 

25 fremden Proteinen, beispielsweise solchen An- 
tikorpem zu erwarten sind, nicht zu befurchten. 
Weiterhin ist die Ankopplung eines Zellgiftes ent- 
behrlich, da der Inhibitor selbst eine plasminoge- 
naktivatomeutfalisierende und damit antimetasta- 

30 sierende Wirkung hat 

FUr diagnostische Zwecke kann der Inhibitor 
mit einem Markierungsmittel, vorzugsweise einem 
fluoreszierenden, lumineszierenden oder radioakti- 
ven Mittel oder einem Enzym, bevorzugt einem 

as radioaktiven Isotop oder einem Enzym versehen 
sein. 

Der Inhibitor kann zur in vitro-wie zur in vivo- 
Diagnose verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Zu- 
40 sammensetzung enthaltend Protein C-inhibitor und 
einen TrSger. 

Geeignete Tragermaterialien sind solche, die 
fUr pharmazeutische, also therapeutische Oder in 
vivo-diagnostische, oder in vitro-diagnostische 
45 Zwecke geeignet sind. 

Eine solche Zusammensetzung kann, gegebe- 
nenfalls markierten, Protein C-lnaktivator in einer 
Konzentration von 0.001 bis 1 000, vorzugsweise 
0,01 bis 200, besonders bevorzugt 0,1 bis 10 
so mg/ml und gegebenenfalls ein sutfatiertes Saccha- 
rid, beispielsweise Heparin, Heparinsulfat, Pento- 
sansulfat, Dextransulfat Keratansulfat, Chondroitin- 
sulfat oder Dermatansuifat, vorzugsweise Heparin, 
Dextran-oder Pentosansulfat, in einem molaren 
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Verhaltnis von 10 : 1 bis 1 : 100 000, vorzugsweise 
10 : 1 bis 1 : 10 000 und gegebenenfalls stabilisie- 
rende Zusatze in einer Konzentration von 0,1 bis 2, 
bevorzugt 0,5 bis 1 g/100 ml, beispielsweise Albu- 
min enthalten. 

Als Markierungen kommen die fOr diesen 
Zweck bekannten in Frage, besonders eine solche 
durch radioaktive Isotope, beispielsweise mit ni in. 

Qegenstand der Erfindung 1st auch ein Verfah- 
ren zur Herstellung eines Mittels zur Diagnose von 
angiogenen Erkrankungen oder Tumoren, dadurch 
gekennzeichnet dafl Protein C-lnhibitor mit einem 
Markierungsmittel versehen und der markierte Inhi- 
bitor gegebenenfalls mit einem sulfatierten Saccha- 
rid und gegebenenfalls mit einem Stabilisator ver- 
setzt wird. 

Eine radioaktive Markierung, beispielsweise mit 
111 In ist entsprechend der Methode. die in Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun. 77, 581-585, 1977 
beschrieben ist, moglich. 

Qegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Mit- 
tel zur Behandlung von angiogenen Erkrankungen 
oder Tumoren, das Protein C-lnhibitor und gegebe- 
nenfalls ein sulfatiertes Saccharid in einem 
flUssigen Trager enthalt. 

Bevorzugt enthalt eine solche Zusammenset- 
zung Protein C-lnhibitor in einer Konzentration von 
10~ 4 bis 10~ 3 , vorzugsweise von 0,01 bis 200 und 
besonders bevorzugt 0,1 bis 10 mg/ml. 

Besonders geeignet ist ein Mittei, das Protein 
C-lnhibitor und ein sulfatiertes Saccharid, beispiels- 
weise Heparin, Heparinsuifat, Pentosansulfat, 
Galaktosansulfat, Oextransulfat, Keratansulfat. 
Chondroitin " oder Dermatansulfat, vorzugsweise 
Heparin, Dextran-oder Pentosansulfat, in einem 
molaren Verhaltnis (PCI/sulfatiertes Saccharid) von 
10 : 1 bis 1 : 100 000, bevorzugt von 10 : 1 bis 1 : 
10 000, besonders bevorzugt 1 : 20 enthMtt 

Qegenstand der Erfindung ist auch ein Verfah- 
ren zur Herstellung eines Mittels zur Behandlung 
von angiogenen Erkrankungen oder Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, da£ Protein C-lnhibitor, 
gegebenenfalls ein sulfatiertes Saccharid und ein 
pharmazeutisch unbedenkiicher TrSger und/oder 
ein Stabilisator und/oder ein Hilfsstoff zu einem zur 
Therapie geeigneten Mittei verarbeitet werden. 

Ein solches sulfatiertes Saccharid ist vorzugs- 
weise Heparin, Dextran-oder Pentosansulfat, beson- 
ders bevorzugt Pentosansulfat, das ein mittleres 
Molekulargewicht von 3 - 15 000, einen Sulfate- 
rungsgrad von ca. 20 % besitzt und wird in einem 
molaren Verhaltnis (PCI/sulfatiertes Saccharid) von 
10:1 bis 1 MOO 000, vorzugsweise von 10 : 1 bis 
1 : 10 000, besonders bevorzugt 1 : 10 bis 1 : 100 
zugesetzt 

Gegebenenfalls wird das Mittei mit Stabiiisa- 
toren wie Albumin versetzt, sterilfiltriert und lyophi- 
lisiert. 



Die Erfindung . soil durch folgende Beispiele 
erlMutert werden: 



5 Beispiel ij, 

500 ul einer LSsung von PCI (20 ug/ml) wer- 
den mit 500 ul einer LSsung von UK in 50 mmol/l 
Tris-Puffer (10 ug/ml), 0,1 mol/l NaCI. pH 8,5, in 

io Gegenwart und Abwesenheit von 5 Einheiten 
Heparin/ml bei Raumtemperatur inkubiert Nach 
definierten Zeiten werden dem Inkubationsansatz 
100 ul Proben entnommen und in einer Elektro- 
phorese auf einem Natrium-dodecylsulfat enthalten- 

is den Poly aery lamid-Gel ("SDS-PAA-Geielektro- 
phorese") (8 g/100 mi Polyacrylamid) aufgetrennt. 
Nach einem anschliessenden Westernblot (Trends 
in Biochemical Science, 103-106, 1985) werden die 
dabei erhaltenen Cellulosefolien entweder mit An- 

20 tikSrpem gegen UK oder PCI inkubiert, mit Puffer 
gewaschen und gefSrbt In beiden Fallen tritt 
zusMtzlich zur Bande des entsprechenden Proteins 
nach 30' ohne Heparin, nach 2 mit Heparin eine 
Bande mit einem Molekulargewicht Mw = 110 000 

25 auf, die dem Komplex aus UK und PCI entspricht. 



Beispiel 2: 

30 In den in Beispiel 1 genannten Proben wurde 

die Aktivitat der eingesetzten UK bestimmt, indem 
zu der jeweiligen Probe 1000 ul SubstratJcsung S 
2444 (R) Kabi Vitrum, 0,3 mmol/l, in 50 mmol/l Tris, 
0.1 M NaCI. pH 8,5, pipettiert wurden. Die Umset- 

3S zung des Substrates wurde nach einer Inkubation 
von 30 Minuten bei 37°C durch Zugabe von 100 ul 
8,5 mot/1 EssigsMure abgestoppt und die durch die 
Abspaltung des chromogenen Restes para-Nitroa- 
nilin entstandene Extinktionsdifferenz in einem Pho- 

40 tometer gemessen. Anhand einer unter den genan- 
nten Bedingungen mit UK ersteflten Bezugskurve 
wurden die UK-Konzentrationen der Proben ermit- 
telt Auf diese Weise konnten im Vergleich zum 
Ausgangswert durch eine mitgefUhrte Kontrolle, die 

45 nur UK enthielt, eine Inaktivierung von UK, 
abhSngig von der PCI-Konzentration, gezeigt wer- 
den. Dabei zeigte sich, daJS die Inaktivierung durch 
Heparin ca. 20fach beschleunigt wurde. 

so 

AnsprUche 

1 . Protein C-lnhibitor als Pharmazeutikum. 

2. Protein C-lnhibitor zur Behandlung angioge- 
55 ner Erkrankungen. 

3. Protein C-lnhibitor zur Behandlung von 
Tumoren. ' 
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4. Protein C-lnhibitor zur Diagnose von angio- 
genen Erkrankungen. 

5. Protein C-inhibitor zur Diagnose von 
Tumoren. 

6. Markierter Protein C-lnhibitor. s 

7. Zusammensetzung enthaltend Protein C-ln- 
hibitor und einen Trager und gegebenenfalls ein 
suifatiertes Saccharid. 

8. Verfahren zur Hersteilung eines Mittels zur 
Behandlung von angiogenen Erkrankungen Oder io 
Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dai3 Protein C- 
Inhibitor. gegebenenfalls ein suifatiertes Saccharid 

und ein pharmazeutisch unbedenklicher Trager 
und/oder ein Stabilisator und/oder ein Hilfsstoff zu 
einem zur Therapie geeigneten Mittel verarbeitet ts 
werden. 

9. Verfahren zur Hersteilung eines Mittels zur 
Diagnose von angiogenen Erkrankungen oder 
Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dafl Protein C- 
inhibitor mit einem Markierungsmittel versehen und 20 
der markierte Inhibitor gegebenenfalls mit einem 
sulfatierten Saccharid und gegebenenfalls mit ein- 
em Stabilisator versetzt wird. 

10. Verwendung von Protein C-lnhibitor zur 
Hersteilung eines Mittels zur Behandlung von an- 25 
giogenen Erkrankungen oder Tumoren. 

11. Verwendung von Protein C-lnhibitor zur 
Hersteilung eines Mittels zur Diagnose von angio- 
genen Erkrankungen oder Tumoren. 



PatentansprQche fOr folgenden Vertragsstaat: ES 



30 



1. Verfahren zur Hersteilung eines Mittels zur 
Behandlung von angiogenen Erkrankungen oder ' 
Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dafl Protein C- 35 
Inhibitor, gegebenenfalls ein suifatiertes Saccharid 

und ein pharmazeutisch unbedenklicher Trager 
und/oder ein Stabilisator und/oder ein Hilfsstoff zu 
einem zur Therapie geeigneten Mittel verarbeitet 
werden. 40 

2. Verfahren zur Hersteilung eines Mittels zur 
Diagnose von angiogenen Erkrankungen oder 
Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dafl Protein C- 
Inhibitor mit einem Markierungsmittel versehen und 

der markierte Inhibitor gegebenenfalls mit einem 45 
sulfatierten Saccharid gegebenenfalls mit einem 
Stabilisator versetzt wird. 
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@ Protein C-lnhibitor (PCI) ats Pharmazeutikum und Diagnosticum, Verfahren zu Herstellung elnes solchen 
Pharmazeutikums Oder Diagnostfkums sowle ein Mtttelenthaltend PCI. 

@ Es wird beschrieben, daB Protein C-lnhibitor als Pharma- 
zeutikum, das heifit als Therapeutikum oder in vivo-Diagnostl- 
kum, sowie aJs in vitro-Dlagnostikum geeignet ist sowie ein 
diesen Inhibitor enthattendes Mittel. 

Es wird weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines solchen 
Pharmazeutikums Oder Diagnostfkums angegeben. Der Protein 
C-lnhibitor ist besonders zur Therapie und Diagnose von 
angiogenen Erkrankungen oder Tumoren geeignet 
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